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による化学修飾は， ミオシンを 2mM ATP, 10μM MgC12, 0.6MKCl, 50mM Tris-maleate 緩衝液
(pH 6.5) , 25 0C の条件で， 2mM NTP と 15-120分間反応させて行った。 ミオシン ATPase の測
定には， ATP 分解により発生する無機燐酸 (Pi) を，反応を適当な時間々隔で 596 トリクロノレ酢酸
(TCA) により停止後 Martin-Doty 法で定量し， ADP の発生はミオシンーATP 系に pyruvate kinｭ
ase 系を共役させて pyruvate の発生として定量した。また H+ の発生は， pH 8.2 附近で pH 指示
薬としてクレゾール赤を用い 570rnμ 附近の吸収変化を， rapid mixing chamber を用いて stopped
f10w 法により測定した。再構成アクトミオシンの ATPase はミオシンと同様の方法で Pi 発生を測
定し， ATP による超沈殿はアクトミオシン溶液の濁度の測定により観察した。
〔成績〕
1 )ミオシンに ATP を添加したとき， 反応が定常状態に達する前に非常に速かな TCA 不安定
性 Pi (考察の項参照)の発生が見られた。その速かな Pi 発生 (initial-burst) 量は，高イオン強度
で室温の条件では MgC12 濃度に強く依存した。即ち ， MgC12 濃度が 1rnM 以上のときはその値はミ
-127 ー
オシン 1 モル当り 1 モルであり， MgC12 濃度を lmM より低下させたとき initial-burst 量は次第に
増加して，約 10μM MgC12 存在下で最大値10--20 モノレ/モ jレミオシンとなった。 MgC12 濃度をさら
に低下させるとその値は減少し ， lmM EDTA 存在下では O となった。乙の低濃度(1mM 以下)の
MgC12 存在下での ， stoichiometric initial-burst を越える多量の Pi の initial-burst を以後 extra­
burst と呼ぶ。 extra-burst はミオシンの活性断片においても観察された。
2) Pi の extra-burst と同時に， Pi よりもミオシン 1 モル当り 1 モルだけ少い量の遊離の ADP
の速かな発生が見られ，また多量の H+ の速かな発生も伴った。
3) 高濃度 MgC12 存在下での stoichiometric initial-burst の完了後に EDTA を添加して遊離
の Mg+ト濃度を低下せしめても， extra-burst はお乙らなかった。乙の実験と同じ濃度の MgC12 と
EDTA をはじめから共存せしめたときには， extra-burst が観察された。
4) extra-burst のおこっている条件でミオシンを NTP 1とより修飾した。 ミオシン 1 モノレ当り約
2 モルの NTP 結合によって， extra-burst は完全に阻害された。 しかし stoichiometric initialｭ
burst はほぼ完全に残っており，定常状態 ATP ase 活性も影響されず， F-アクチンとの結合能も保
たれていた。この NTPーミオシンと F-アクチンとから再構成したアクト-NTPーミオシンは ATP に





,_,p T:'…P 即ち， ミオシンは ATP を単純な加水分解 ((2) を経る)と， リン酸化中間体 E…ADP' E…ADP' 
E…P を経る ((3) → (7)) 経路との 2 経路で分解する (E :ミオシン， S : ATP)。との各反応段階の
速度定数は，高イオン強度，かっ 1mM 以上の Mg-t+存在下では，
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k h k3> k4, k5> k2, k6> k7 である乙とも示されている。上述の 1mM 以上の MgClz 存在下での
Pi の stoichiometric initial-burst は， ミオシンと ATP の反応で速かに生じた中間体 E1Dp が
TCA に不安定で分解されることに山来し，その後に続く定常状態の ATPase は主に ATP の単純
--P 分解によることが示されて来た。また， F-アクチンにより E...ADp の分解が非常に促進され，アク
トミオシン型 ATPase といわれる高い ATPase 活性が発現することも示されて来た。
ところで，本研究で見出された低濃度 MgC12 存在下での extra-burst の現象を含む Mg-t+-ATPase 
の種々の性質を説明するには， 従来の反応機構では必ずしも充分ではない。 そ乙で， 私は中間体
E1DP が非常に反応d性同み，従来の分解経路の他に直接 E十 ADP+Pi十 H+ に分解される経路が
? ?nr
』
あると仮定し(その経路を上式の(8)で示す)， k5 と k8 の関係が lmM 以上の Mg+十存在下では k5>
k8, lmM 以下の Mgtf-では k5竺ks になるものと仮定すると，種々の濃度の Mgtf-存在下での実験結
果がよく説明出来る乙とを見出した。即ち， 1mM 以上の Mgtf-では k5>ks であるので経路(8)は殆
んど反応に関与せず， stoichiometric initial-burst が前述の反応機構でおこる;他方， 1mM 以下の
~p ....,...". *r1) l_ .T-. 1 ~ r---.-I-l ,T. ....,...... 1..r-. _ T:"..p Mg+十では k5竺ks となるので， E.~ADP の一部は少しく反r~υl企の低い E:::ADP に変換されるが，
残部は直接 E十ADP-卜 PH日+に分解され， 生じた E は再び ATP と反応して E1Dp を形成す
..p る;この E…ADP を経るすみやかな ATP 分解反応は全ての中間体が E:::ADP に変換されるまで続
く。従って低濃度 Mg朴存在下では stoichiometric ini tial-burst の他に extra-burst がおこるので
ある。
P町i の耐
が E EDP に変換され械では Mg件濃度を低下させても的吋1凶がおこらなかったことは，
乙の反応機構を支持する。さらに， extra-burst のおこる条件でミオシンの NTP 化が可能で，それ
により extra-burst のみが選択的に阻止されたことも，この経路(8)の存在を裏づける。
乙の様に NTP 化で extra-burst のみを完全に阻止したミオシンを用いて再構成したアクト -NTP­
ミオシンでは，そのATPase 活性と超沈股が抑制或いは阻止された。この結果は，以前我々が行った
アクトミオシンと ATP の反応に関する 2 ， 3 の検討結果とも併せ考えると，一般に筋収縮に共役す
るとされているアクトミオシン型 ATP 悶や筋収縮のモデ、ルと考えられている超沈殿が， E1DP
を経る ATP の速かな直接分解反応の繰り返し ((1)→(3)→(4)→(8)→(1)) によっておこっていることを
示唆している。
〔結論〉
1 )ミオシンの Mgtf--ATP ase の種々の性質が，従来のミオシンーATP 系の反応機構に，新たに
上式の(8)の経路を加えた新しい反応機構でよく説明される。
2) この(8)の経路を経る速かな ATP 分解反応が，アクトミオシン型 ATPase と超洗殿に関与し
ていることが示唆される。
論文の審査結果の要旨
本論文では， 筋収縮機構の解明のため， 家兎骨格筋の収縮性蛋白質アクチン， ミオシンならびに
ATP の三者の反応が検討された。 その結果，筋収縮に直接共役すると考えられているアクトミオシ
ンの ATPase ならびに in vitro の筋収縮モデノレとされているアクトミオンの超沈殿の発現に関与
するミオシン ATPase の新らしい反応経路が見出され，さらにその反応機構も提出された。乙れら
は極めて有意義と考えられる。
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